BEST AVAILABLE COPY 



O 

o 

I 

in 
o 



> 

a 

o 

£ 

O 
O 

-o 

4— * 

<D 
C 

<D 

o 

@ 

4> 



ra 
o 
o 

(0 

L. 

c 

OJ 
o> 

o 
> 

> 

c 

c 

(0 

o 

S V 

IS 

C Q 

(A "J 
u O 

a c 

8 % 

O (0 

o E 
« o 
u u 

S" ° 

2 E 

8 




S lo co !P 



' §5 - 2 

S CO ? CM ^ J . 

• 5 ® g} J* o £ 



a 5 LU 3 =5 LU 



lilt 



Mi-Mi 

Ill,;- 




E CD h- 



CD 

Cl 



~ 3- c _ 7 - 

w o ^ £ ° 
* $ S z ±^ 



|;^:.:.>,;f||..-| ::; ;. ; ;,j :: 



o o 

CM CVJ 



5 || 
LU ff 

t- in ~Z. < _ _ 

|W <y i co 8J§_., 

■' CO O yj O O) Q W IT) . ■ 

■ h- >A ' SOS CL . ■ v v ay n#- 




c 
o 



— "O ~Q. 
«*8 



CO CO 



3 o 

H 



c <0 



i <0 J (D 



0) 



1" w „ c « 

i | s 

P 5 > 



' CD 
O 

o 

CO 



c 

CO 



CD 
O 



CO 



_ E 

O Q_"0 O 

§ E * ° E 

o. o £ co 2 

<5 co ^ _ 

~ CO ^ 

co co .E .j. 

" CD "O 0) _ 

C d) (5 3 " 

— S 0 to 



CD 



m 

co 
co 
r- 

CN 

Q 

«« 
U 
O 
Q 
O 
(X 

PQ 
Q 

o 



o 
q 

4-! 

<D 
C 
(U 
O 
cd 
O- 

cn 
> 



© REPUBLIQ UE FRA NgAISE 

INSTITUT NATIONAL 
DE LA PROPRIETE INDUSTRIELLE 



PARIS 



© N° de publication : 

(a n'utiliser que pour les 
commandes de reproduction) 

© N° d'enregistrement national 



2 733 151 
95 04739 



(5l)lnt CI* : A 61 K 39/00(A61 K 39/00, 33:30, 33:32, 39:00, 
w 31:19, 31:195) 



© 



DEMANDE DE BREVET D'INVENTION 



A1 



@ Date de depot : 20.04.95. 


(7?) Demandeur(s) : SOCIETE SEXPLOITATION DE 


PROnUITS POUR I P«? INDUSTRIES CHIMIOUFS 


@ Prlorlte : 


SEPPIC — FR. 




(72) lnventeur(s) : GANNE VINCENT. 


(43) Date de la mlse a disposition du public de la 




demande : 25.10.96 Bulletin 96/43. 




(56) Llste des documents cites dans le rapport de 




recherche prellmlnalre : Se reporters la fin du 




present fascicule. 




@ References a d'autres documents natlonaux 


@Tltulalre<s): 


apparentes : 






(74) Mandatalre : L'AIR LIQUIDE SOCIETE ANONYME 




W POUR L'ETUDE ET SEXPLOITATION DES 




PROCEDES GEORGES CLAUDE. 



4) COMPOSITION THERAPEUT1QUE COMPRENANT UN ANTIGENE OU UN GENERATE UR IN VIVO D'UN 
COMPOSE COMPRENANT UNE SEQUENCE D'ACIDES AMINES. 

@Une composition therapeutique comprenant (i) au 
moins un antigene ou au moins un generateur in vivo d'un 
compose comprenant une sequence d'acides amines et (ii) 
au moins un adjuvant, caracterlsee en ce que ledit adjuvant 
consiste en au moins un sel pharmaceutiquement accepta- 
ble et soluble dans I'eau, ledit sel etant constitue un anion 
organique et d'un cation metallique. 

L' utilisation d'un tel sel pharmaceutiquement acceptable 
et soluble pour la preparation d'une composition therapeu- 
tique. 
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La presente invention concerne une composition therapeutique 
comprenant au moins un antigene, notamment un antigdne d'origine virale, 
bacterienne ou parasitaire ou au moins un generateur in vivo d'un compose 
comprenant une sequence d'acides animes, et au moins un adjuvant. Selon 
5 un autre aspect de invention, celle-ci concerne Tutilisation nouvelle d'un sel 
pharmaceutiquement acceptable et soluble dans Teau en tant qu'adjuvant. 

L'utilisation d'adjuvants dans des compositions therapeutiques du 
type vaccin est connue depuis longtemps. Ces adjuvants ont pour objet 
principal de permettre ('augmentation de la reponse immunitaire. Ces 

10 adjuvants sont de nature diverse, lis peuvent par exemple consister en des 
liposomes, des phases huileuses, par exemple du type adjuvants de Freund, 
generalement utilisees sous forme d'une emulsion avec une phase aqueuse, 
ou, de maniere plus courante, en des sels mineraux insolubles dans Teau. 
Ces sels mineraux peuvent consister par exemple en Thydroxyde 

15 d'aluminium, le sulfate de zinc, Thydroxyde de fer colloidal, le phosphate de 
calcium ou le chlorure de calcium. L'hydroxyde d'aluminium (AI(OH)3) est 
Tadjuvant le plus couramment utilise. Ces adjuvants sont decrits notamment 
dans Tarticle de Rajesh K Gupta et al "Adjuvants, balance between toxicity 
and adjuvanticity", Vaccine, vol. 11, Issue 3, 1993, pages 993-306. 

20 Les adjuvants mentionnes ci-dessus presentent T inconvenient 

d'une efficacite faible. Par ailleurs, ils peuvent induire une certaine toxicite 
vis a vis des sujets traites. Plus particulierement, lorsque ces compositions 
therapeutiques sont injectees, on observe la formation de lesions et d'autres 
reactions locales telles que des granulomes au niveau du point d'injection. 

25 Ces inconvenients sont moins fortement marques lorsque I'adjuvant est 
Thydroxyde d'aluminium. C'est pourquoi ce dernier compose est I'un des 
adjuvants les plus couramment utilises. Cependant, depuis peu, Thydroxyde 
d'aluminium comme tous les composes a base d'aluminium sont suspect&s 
d'etre un facteur favorisant Tapparttion de certaines maladies, telles des 

30 dysfonctionnements renaux ou la maladie tf Alzheimer. En outre, il est connu 
que Thydroxyde d'aluminium n'induit efficacement qu'une immunite 
humorale, et non une immunite cellulaire. 

Un premier objet de Tinvention consiste en des compositions 
therapeutiques comprenant un adjuvant permettant une augmentation de la 

35 reponse immune au moins 6gale a celle conferee par Thydroxyde 
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d'aluminium, sans engendrer de lesions ou de reactions locales du type 
granulomes et qui ne soit pas suceptible de favoriser rapparition de 
maladies chez le sujet traite. 

Selon autre aspect, I'invention a pour objet une composition 
5 therapeutique comprenant un adjuvant induisant efficacement aussi bien 
une immunite cellulaire qu'une immunite humorale. 

Selon encore un autre aspect, I'invention concerne ('utilisation de 
nouveaux adjuvants pour la preparation d'une composition therapeutique. 

Selon encore un autre aspect, I'invention concerne de nouvelles 
10 compositions adjuvantes utiles pour la preparation de compositions 
therapeutiques. 

La presente invention concerne ainsi une composition 
therapeutique comprenant (i) au moins un antigene ou au moins un 
g£n£rateur in vivo d'un compose comprenant une sequence d'acides amines 

15 et (ii) au moins un adjuvant, caracterisee en ce que ledit adjuvant consiste 
en au moins un sel pharmaceutiquement acceptable et soluble dans I'eau, 
ledit sel etant constitue d'un anion organique et d'un cation m§tallique. 

Un sel soluble dans I'eau, au sens de la presente invention, peut 
etre tel que sa solubilite dans I'eau est superieure ou egale a 10g/l, de 

20 preference comprise entre 1 0 et 2000 g/L 

Le cation metallique constitutif dudit sel pharmaceutiquement 
acceptable est de preference un cation divalent. Avantageusement, ce 
cation est un cation d'un metal choisi dans le groupe constitu6 par le 
manganese, le calcium et le zinc. Le manganese est un metal tout 

25 particulierement pr6f£r£ dans le cadre de la presente invention. II a en effet 
£t& constate que les sels pharmaceutiquement acceptables et solubles dans 
I'eau selon I'invention comprenant un cation Mn^ + permettaient induction 
d'une reponse immune particulierement importante, tout en presentant une 
toxicity faible. 

30 L'anion organique constitutif dudit sel pharmaceutiquement 

acceptable est avantageusement un anion d'un compos6 comprenant au 
moins un groupe fonctionnel oxygene, de preference un groupe 
phosphorique -PO4 H2 ou un groupe carboxylique -COOH. 
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L'acide glycerophosphorique est un anion a groupe phosphorique 

prSfere. 

Les anions comprenant au moins un groupe carboxylique preferes 
sont derives de composes choisis parmi : 
5 - les oses acides, de preference les oses acides ayant de 5 a 7 

atomes de carbone, plus preferentiellement ceux ayant 6 ou 7 atomes de 
carbone, 

- les acides mono ou polycarboxyliques, 

- les acides amines. 

10 Les acides mono ou polycarboxyliques preferes sont l'acide 

fumarique et les composes de formule (I) : 

R' 
I 

R-(CH 2 ) S - (COH) t - (CH 2 ) U - COOH (I) 
15 ou : R repr6sente COOH, CH3 CO, CH 3 ou CH2OH, 
R' reprSsente H ou COOH 

et s, t et u, identiques ou differents sont compris entre 0 et 3. 
Des composes de formule (I) preferes sont Pacide ac6tique, 
l'acide lactique, l'acide tartrique, l'acide malique, l'acide citrique ou l'acide 
20 pyruvique. 

Au sens de la presente invention, un ose acide consiste en un 
ose comprenant au moins une fonction carboxylique, un ose etant un glucide 
constitue par les sucres reducteurs. Ces oses acides sont avantageusement 
des derives d'aldoses, obtenus par oxydation de la fonction alcool primaire 
25 ou de la fonction aldehydique en fonction carboxylique. De tels compos6s 
peuvent tout particulierement consister en l'acide gluconique, l'acide 
glucuronique, l'acide fructoheptonique, l'acide gluconoheptonique, Tacide 
glucoheptonique. Lorsque I'anion organique est deriv§ d'un acide amin6, cet 
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acide amine petit etre un acide a-amine tel I'acide glutamique, la methionine 
et, tout particulierement, I'acide aspartique. 

Un sel pharmaceutiquement acceptable, soluble dans I'eau selon 
1'invention peut comprendre un cation polyvalent, notamment divalent, 
5 associe a un anion organique ou a plusieurs anions organiques de nature 
differente. Ainsi, a titre d'exemple, un cation divalent tel le cation du calcium 
peut etre associe & un anion derive de I'acide gluconoheptonique et un 
anion derive de I'acide gluconique. 

Un adjuvant soluble dans I'eau tout particulierement prefere dans 
10 le cadre de la presente invention consiste en le gluconate de manganese. 

Une composition therapeutique selon la presente invention peut 
comprendre entre 0,01 et 1000 mg/ml, de preference entre 0,1 et 150 mg/ml 
d'un adjuvant tel que defini ci-dessus. 

Une composition therapeutique selon I'invention peut etre 
15 preparee par simple melange d'une suspension aqueuse contenant 
I'antigene ou ledit generateur in vivo avec une solution aqueuse du sel defini 
ci-dessus. 

La composition therapeutique selon I'invention, outre I'adjuvant 
consistant en un sel pharmaceutiquement acceptable soluble dans I'eau, tel 

20 que defini ci-dessus, peut egalement comprendre un adjuvant huileux. Dans 
un tel cas, la composition therapeutique selon I'invention se presente 
avantageusement sous la forme d'une emulsion associant au moins une 
phase aqueuse et au moins une phase huile. 

Cette emulsion peut etre du type du type eau dans huile (E/H), 

25 ou, prgrentiellement du type huile dans eau (H/E), eau dans huile dans eau 
(E/H/E) ou micro6mulsion. Une telle emulsion peut etre preparee selon les 
methodes classiques de preparation d'une emulsion, notamment selon les 
proc6d§s decrits dans les demandes de brevets EP-A-489.181 et EP-A- 
481 .982. Ainsi, on peut 6mulsionner sous agitation I'huile constitutive de la 

30 phase huile avec la phase aqueuse constitute d'une solution ou d'une 
suspension aqueuse contenant I'antigene . 

Une emulsion selon I'invention peut comporter, en poids, de 0,5 % 
a 99,5 % de phase huile pour 99,5 % a 0,5 % de phase aqueuse, de 
preference, de 5 £ 95 % de phase huile pour 95 a 5 % de phase aqueuse et, 

35 plus pr6ferentiellement, de 25 a 75 % de phase huile pour 75 a 25 % de 
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phase aqueuse. L'emulsion doit etre stable de preference pendant au moins 
12 mois quand elle est stockee a 4°C. 

L'adjuvant huileux peut etre une huile minerale, une huile non 
minerale ou un melange d'une huile minerale et d'une huile non minerale. 
5 Lesdites huiles minerales peuvent etre naturelles ou synthetiques. Lesdites 
huiles non minerales peuvent etre d'origine v6g6tale, animale ou 
synthetique. Avantageusement, les huiles non minerales sont 
m6tabolisables. Toutes ces huiles sont depourvues d'effets toxiques a 
regard de Porganisme hote chez lequel la composition de Pinvention est 

10 administree. Elles sont de preference liquides a la temperature de stockage 
(environ +4°C) ou au moins permette de donner des emulsions liquides a 
cette temperature. Une huile minSrale avantageuse selon Pinvention peut 
consister en une huile comprenant une chaine carbonee lineaire ayant un 
nombre d'atomes de carbone de preference superieur a 16, et exempte de 

15 composes aromatiques. De telles huiles peuvent etre par exemple celles 
commercialisees sous la designation "MARCOL 52" (produit par Esso 
France) ou "DRAKEOL 6VR n (produite par Penreco USA). 

A titre d'huiles non minerales synthetiques, on peut citer les 
polyisobutenes, les polyisoprop^nes, les esters d'alcools et d'acides gras, 

20 tels que, par exemple, Poteate d'6thyle, le myristate d'isopropyle, les mono, 
di ou triglycerides, les esters de propylene glycol, les glycerides partiels, tels 
les glycerides d'huile de rnaTs comme ceux commercialises par la societe 
SEPPIC sous la designation LANOL TM, la maisine ou Toteate d'ol6yle. 
Parmi les huiles vegetales, on peut citer des huiles insaturees riches en 

25 acide oleique qui sont bioddgradables, par exemple les huiles d'arachide, 
d'olive, de sesame, de soja ou de germes de ble. 

Les huiles animales peuvent consister notamment en le squalene, 
le squalane ou Phuile de spermaceti. 

Par ailleurs, la composition therapeutique selon Pinvention, quand 

30 elle se pr6sente sous forme tfune §mulsion telle que definie plus haut, peut 
egalement avantageusement comporter un ou plusieurs agents tensioactifs. 
Ce dernier presente un caractere lipophile ou hydrophile caracterise par une 
valeur HLB (hydrophile-lipophile-balance) comprise entre 1 et 19. 
Un tel tensioactif peut consister en : 
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* un alkylpolyglycoside ou un melange d'alkylpolyglycosides de 
formule Ra-(O)- Zn ou Ra represente un radical aliphatique sature, lineraire 
ou ramifie, comprenant de 4 a 24 atomes de carbone, de preference de 8 a 
22 atomes de carbone, Z est le reste d'un sucre, de preference le glucose et 

5 n est compris entre 1 et 5, de preference entre 1,1 et 2, 

* les saponines, 

* les lecithines, 

* les alcanols polyoxy6thyles, tels ceux commercialises sous la 
designation BRIJ par la societe ICI, 

10 * les polymeres comprenant des blocs polyoxyethylenes et 

polyoxypropytenes, tels ceux commercialises sous la designation 
PLURONICS par la societe BASF. 

Des tensioactifs particulierement prSferes sont les esters de 
polyethyleneglycol, obtenus par condensation d'un acide gras, notamment 

15 un acide gras liquide a 20°C, avec un polyethyleneglycol de poids 
moleculaire compris entre 80 et 200 ; un tel tensioactif est commercialism par 
la Societe SEPPIC sous la marque SIMULSOL 2599, _ 

Un autre agent tensioactif prefere dans le cadre de la presente 
invention consiste en un ester obtenu par condensation d'un acide gras, 

20 avantageusement un acide gras liquide a 20°C, avec un sucre, le sorbitol ou 
du glycerol. Ledit sucre peut consister en le glucose, le saccharose ou, de 
preference, le mannitol. A titre tfester de mannitol particulierement pr6fere, 
on peut citer des oleates de mannitol obtenus par anhydrisation de la chaine 
carbonee polyhydroxylee du mannitol qui se cyclise en 1-4 ou en 2-6. 

25 Des derives de ces esters de sucre de poly6thyl6neglycole, de 

sorbitol ou de glycerol peuvent etre §galement mis en oeuvre. Ces derives 
presentent une hydrophilie modiftee notamment par greffage de fonction 
hydrophiles telles alcool, polyol, oxyde Methylene, oxyde de propylene, 
acide carboxylique, amine, ou amide. De tels derives peuvent par exemple 

30 consister en les esters gras de sorbitanne polyoxy6thyl6s, tels les TWEEN 
(conf. rinternational cosmetic Ingredient Dictionary, 5 6me ed., 1993). 
Un autre type de tensioactif pr6fer6 consiste en les huiles veg6tales 
ethoxyles, telles que, par exemple, Thuile de ricin 6thoxylee, cette huile 6tant 
hydrog6n6e ou non. 
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Un agent tensioactif selon invention est de preference 
pharmaceutiquement acceptable pour un usage en injectable ; il doit etre 
notamment depourvu de metaux lourds et presenter des indices d'acides ou 
de peroxydes tres faibles. II est egalement souhaitable qu'il satisfasse les 
normes de test d'innocuite tel que par exemple, ceux decrits par S.S. Berlin, 
Annales of Allergy, 1962, 20, 473 ou les tests de toxicite anormale decrits 
dans la pharmacopee europeenne. Pr6f6rentiellement, Tagent tensioactif est 
associe a I'adjuvant huileux avant formation de I'emulsion. 

La concentration en Tagent tensioactif dans la composition 
th6rapeutique peut etre comprise entre 0,01 et 500 mg/ml, de preference 
entre0,1 et200 mg/ml. 

Des huiles associees avec un agent tensioactif (ester de 
mannitol) convenant tout particulierement dans le cadre de la presente 
invention sont celles commercialisees par la Societe SEPPIC sous la 
marque "MONTANIDE". La nature de ces huiles, le type d'emulsion qu'elles 
permettent d'obtenir et les caracteristiques(viscosit6 et conductivit6) de ces 
emulsions figurent dans le tableau 1 ci-apres : 
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Tableau 1 : 











Phase 




Conduc- 










aqueus 


Viscosi 


tivity a 


N° 


Norn commercial 


Huile/esters 


Type de 


e/ 


te 


25°C 






de mannitol 


I'emulsio 


emulsio 


(mPa.s 


(uS.cnr 








n 


n (% en 
poids) 


) 


1 ) 


1 


MONTANIDE 
ISA 25 


Minerale 


H/E 


75% 


20 


5000 


2 


MONTANIDE 
ISA25A 


Minerale + 
avridine 


H/E 


75% 


20 


5000 


3 


MONTANIDE 
ISA 28 


Minerale + 

oleate 

d'ethyle 


H/E 


75 % 


25 


1000 


4 


MONTANIDE 
ISA 206 


Minerale 


E/H/E 


50% 


50 


1000 


5 


MONTANIDE 
ISA 50 


Minerale 


E/H 


50% 


200 


1 


6 


MONTANIDE 
ISA 708 


Vegetate 


E/H 


30% 


70 


1 



* Avridine = N.N-dioctadecyl-N' , W-bis-^-hydroxyethyO-propanediamine. 



L'adjuvant huileux peut encore consister en une huile auto 
emulsionnable, c'est-a-dire une preparation huileuse capable de former une 
5 emulsion stable avec une phase aqueuse, pratiquement sans apport 
d'energie, par exemple par dispersion dans la phase aqueuse par agitation 
m6canique lente. A ce titre, on peut citer des huiles auto-emulsionnables 
telles connues dans la pharmacopee europeenne sous les designations 
Labrafil et Simulsol. Ces huiles sont des glycerides polyglycoses. 

10 Des huiles auto-emulsionnables prefer£es sont cedes d§crites 

dans la demande de brevet fran?ais N° 9500497 deposee le 18 Janvier 
1995, au nom de la Demanderesse, intitule "utilisation d'esters d'acides 
gras ethoxyles comme composants auto-emulsionnables notamment utiles 
pour la preparation de compositions phytosanitaires ou de medicaments a 

15 usage v6terinaire ou humain", dont reference est integree S la presente 
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description. Ces huiles consistent en des esters tfacides gras ethoxyles 
r6pondant a Tune des formules suivantes : 




dans lesquelles : 

-Rl. R3, R5. R6. R 8 et R 10 representent une chaine 
hydrocarbonee, Iin6aire ou ramifiee, saturee ou insatur§e ayant de 5 a 
20 30 atomes de carbone ; 

-R2, R4, R7 et R9 representent une chaine hydrocarbonee, 
lineaire ou ramiftee, saturee ou insaturee ayant de 1 a 5 atomes de carbone; 

le nombre total de molecules tfoxyde Methylene respectivement 
represents dans les formules II, III et IV precitees par k, l+m, n+p+q, etant un 
25 nombre entier tel que la valeur HLB (balance hydrophile-lipophile) desdits 
composes soit comprise entre environ 4 et environ 10, de preference entre 
environ 5 et environ 9. 

Rl est de preference choisi parmi les restes des acides 
palmitique, stearique, ricinoleique, oleique, linoleique et linolenique et R2 
30 represente un radical methyle et k est un nombre entier compris entre 1 et 5, 
de preference egal a 2, et par ailleurs, les esters tfacides gras 6thoxyles de 
formule III prefers sont ceux ou : 

(i) - R6. R8 et R 10 representent des chaines hydrocarbonees ayant 

de 16 d 22 atomes de carbone correspondant notamment aux chaines 
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grasses de I'huile de colza, de mats, de soja, d'arachide et de noyaux 
d'abricots. 

- R7 et Rg represented un groupe methylene CH2 ; 

- n, p, q represented des nombres entiers tels que leur somme 
5 soit comprise entre 3 et 30, et de preference egale a 20 ; ou 

(ii) -R6, Rs e * R 10 represented des chaines hydrocarbonees 

correspondant aux chaines grasses de I'huile de ricin ; 

- R7 et Rg represented un radical methylene CH2 ; 

- n, p, q represented des nombres entiers tels que leur somme 
1 0 soit comprise entre 5 et 7. 

La concentration en huile auto-emulsionnable dans la 
composition therapeutique selon ('invention peut etre comprise entre environ 
5 et 700 g/l, de preference entre environ 10 et 500 g/l. 

Outre la phase huile et la phase aqueuse, la composition selon 
15 ('invention peut comporter un agent stimulant immunitaire conventionnel tel 
I'Avridine®, soit la N,N-dioctadecyl-N\N' - bis (2-hydroxyethyl) 
propanediamine, les derives du MDP (muramyl dipeptide) notamment le 
threonyl-MDP, les derives de I'acide mycolique ou les derives du Lipide A. 

La composition therapeutique selon Pinvention peut comprendre 
20 encore un ou plusieurs agents tensioactifs, en Tabsence de tout adjuvant 
huileux. 

La composition therapeutique se presente alors sous la forme 
d'une solution micellaire. Celle-ci peut §tre preparee par simple melange de 
Tagent tensioactif avec une dispersion dans I'eau de I'antigene ou du 
25 g6n§rateur d'antigene in vivo. 

L'agent tensioactif peut etre choisi parmi les agents tensioactifs 
deeds plus haut, en association avec un adjuvant huileux. 

Ladite solution micellaire peut comporter de 0,5 a 500 mg/ml, de 
preference de 1 a 250 mg/ml en agent tensioactif. 
30 Une composition therapeutique selon la presente invention peut 

comprendre un antigene tel qu'un virus, un micro-organisme, plus 
particulierement une bacterie ou un parasite, ou un compose comprenant 
une chaine peptidique. Un tel compose peut consister une proline ou une 
glycoproteine, notamment une proteine ou une glycoproteine issues d'un 
35 micro-organisme, un peptide synthetique ou une proteine ou un peptide issu 
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du genie genetique. Lesdits virus et micro-organisme peuvent etre 
totalement inactives ou vivants attenues. A titre de virus pouvant constituer 
un antigene selon la presente invention, on peut citer le virus de la rage, les 
virus Aujeszky, Influenzae, le virus de la fievre aphteuse ou les VIH. A titre 
5 de micro-organisme du type bacterien pouvant constituer un antigene selon 
la presente invention, on peut citer E. coli et ceux des genres Pasteurella, 
Furonculosis, Vibriosis, Staphylococcus. et Streptococcus. A titre de parasite, 
on peut citer ceux des genres Trypanosoma, Plasmodium et Leishmania. 

Une composition therapeutique selon I'invention comprend une 
10 concentration en antigene qui depend de la nature de cet antigene et de la 
nature du sujet traite. II est toutefois particulierement remarquable qu'un 
adjuvant selon r invention, associe ou non a un adjuvant huileux et/ou un 
agent tensioactif tels que definis plus haut, permet de diminuer d'une fagon 
^ notable la dose habituelle d'antigene requise. La concentration adequate 
15 d'antig£ne peut etre d§terminee de maniere classique par I'homme du 
metier. Generalement, cette dose est de I'ordre de 0,1ng/ml a 1g/ml plus 
generalement comprise entre 1 a |ig/ml et 100mg/ml. 

Une composition therapeutique selon I'invention peut aussi 
comprendre un generateur in vivo d'un compose comprenant une sequence 
20 d'acides amines, c'est-a-dire un compose biologique capable d'exprimer un 
tel compose dans I'organisme hdte dans lequel on a introduit ledit 
generateur in vivo. Le compose comprenant la sequence d'acides amines, 
peut dtre une proteine, un peptide ou une glycoproteins 

Ces g6nerateurs in vivo sont generalement obtenus par des 
25 procedes issus du genie genetique. 

Plus particulierement, ils peuvent consister en des micro- 
organismes vivants, generalement un virus, jouant le role de vecteur 
recombinant, dans lequel est insere une sequence nucl§otidique, 
notamment un gdne exogene. Ces composes sont connus en tant que tels et 
30 utilises notamment comme vaccin sous unitaire recombinant . 

A cet egard, on peut se referer a r Article de M. ELOIT et al., 
Journal of virology (1990) 71 2925-2431 dans la demande international 
WO-A-91.00107 ou a la demande international WO-A-94/16681. 

Avantageusement, le micro-organisme constitutif d'un vaccin 
35 sous-unitaire recombinant est un virus recombinant non enveloppe, par 
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exemple choisi parmi les adenovirus, le virus de la vaccine, le canarypox 
virus, les herpes virus ou les baculovirus. Le gene exogene insere dans le 
micro-organisme peut etre, par exemple, issu d'un virus Aujeszky ou HIV. 

Les generateurs in vivo selon P invention peuvent aussi consister 
5 en un plasmide recombinant comprenant une sequence nucleotidique 
exogene, capable d'exprimer dans un organisme hote un compose 
comprenant une sequence d'acides amines. De tels plasmides recombinants 
et leur mode d'administration dans un organisme hote ont ete decrits en 
1990, par Lin el al., circulation 82:2217,2221 ; COX et al., J. of Virol, 

10 Sept. 1993, 67, 9, 5664-5667 et dans la demande Internationale 
WO/FR 95/00345 du 21 Mars 1995, au nom de la demanderesse, intitulee 
"Une composition comprenant un plasmide recombinant et ses utilisations 
comme vaccin et medicament". 

Selon la nature de la sequence nucleotidique comprise dans le 

1 5 generateur in vivo, le compost comprenant la sequence d'acides amines qui 
est exprime au sein de Porganisme hote, peut : 

(i) etre un antig6ne, et permettre le declenchement d'une reaction 

immune, 

(ii) avoir une action curative vis-a-vis d'une maladie, 
20 essentiellement une maladie d'ordre fonctionnel, qui s'est declenchee chez 

I'organisme hote. Dans ce cas, le g6nerateur in vivo permet un traitement 

therapeutique de I'hdte, du type therapie genique. 

A titre d'exemple, une telle action curative peut consister en une 

synthese par le generateur in vivo de cytokine, comme les interleukines, 
25 notamment Pinterleukine 2. Celles-ci permettent le declenchement ou le 

renforcement d'une reaction immune visant a P6limination selective des 

cellules cancereuses. 

La concentration en ledit generateur in vivo dans la composition 

therapeutique selon Pinvention depend, la encore, notamment de la nature 
30 dudit g6n6rateur et de Phdte dans lequel il est administre. Cette 

concentration peut §tre ais6ment d6terminee par Phomme du metier, sur la 

base d'experience de routine. 

A titre indicatif, on peut toutefois preciser que lorsque le 

generateur in vivo est un microorganisme recombinant, sa concentration 
35 dans la compostion therapeutique selon Pinvention peut etre comprise entre 
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10 2 et 10 15 microorganismes / ml, de preference entre 10 5 et 10 12 
microorganismes /ml. 

Lorsque le generateur in vivo est un plasmide recombinant, sa 
concentration dans la composition therapeutique selon 1'invention peut etre 
5 comprise entre 0,01 et 100 g/l. 

Une composition therapeutique selon I'invention peut etre utilisee 
comme medicament preventif ou curatif. Selon la nature de I'antigene ou du 
gdnerateur in vivo, une composition therapeutique selon I'invention peut etre 
administree a des poissons, des crustaces tels les crevettes, des volailles 
10 notamment, des oies, des dindes, des pigeons et des poulets, aux canides 
tels le chien, aux felides tels le chat, aux pores, aux primates, aux bovides, 
aux ovid§s et aux chevaux. La composition therapeutique selon I'invention 
comprenant un sel pharmaceutiquement acceptable soluble dans I'eau tel 
que defini ci-dessus, peut etre §gaiement administree £ I'homme. 
15 ^administration de la composition therapeutique peut se faire de maniere 
classique, notamment par injection sous-cutan§e, intramusculaire ou 
intraperitoneale par voie orale ou par voie mucosale. 

Selon un autre aspect de I'invention, celle-ci consiste en 
I'utilisation d'un adjuvant consistant en un sel pharmaceutiquement 
20 acceptable soluble dans I'eau tel que defini ci-dessus pour la preparation 
d'un vaccin destine a la prevention ou au traitement d'une maladie 
infectieuse, notamment une maladie infectieuse engendree par un virus ou 
un micro-organisme tels ceux mentionnes plus haut. 

Selon un autre aspect de I'invention, celle-ci consiste en 
25 ('utilisation d'un sel parmaceutiquement acceptable soluble dans I'eau pour 
la preparation d'une compositon therapeutique destine £ soigner une 
maladie d'ordre fonctionnelle, telle le cancer ou la mucoviscidose . 

Dans Tune ou I'autre de ces utilisations, ledit sel 
pharmaceutiquement acceptable peut etre associe a Tun au moins d'un 
30 adjuvant huileux, d'une agent tensioactif ou d'un adjuvant huileux lui-meme 
associe a un agent tensioactif ; ces adjuvants huileux et tensioactifs 6tant 
tels que definis plus haut. 

Des compositions adjuvantes comprenant ledit sel 
pharmaceutiquement acceptable et I'adjuvant huileux et/ou les tensioactifs 
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precites constituent encore un autre aspect de I'invention. Le cas echeant, 
ces compositions adjuvantes comprenant une phase aqueuse au moins . 

Dans ce dernier cas, les compositions adjuvantes selon 
['invention, comprenant au moins un adjuvant huileux, et, le cas echeant, un 
tensioactif, peuvent se presenter sous la forme d'une emulsion. Cette 
demiere peut etre du type e/h, h/e, e/h/e ou microemuision. 

Ces emulsions peuvent comprendre en poids, de 0,5 % a 99,5 % 
de phase huile pour 99,5 % a 0,5 % de phase aqueuse, de preference, de 5 
a 95 % de phase huile pour 95 a 5 % de phase aqueuse et, plus 
preferentiellement, de 25 a 75 % de phase huile pour 75 a 25 % de phase 
aqueuse. 

Le cas echeant, el les peuvent comprendre de 0,01 a 500 mg/ml, 
de preference de 0,1 a200mg/mi d'un tensioactif au moins. 

Lorsque la composition adjuvante selon I'invention ne comprend, 
outre le sel pharmaceutiquement acceptable et une phase aqueuse, qu'un 
ou plusieurs tensioactifs, elle se presente alors sous la forme d'une 
solution micellaire. La teneur en tensioactif de cette solution micellaire peut 
etre comprise entre 0,01 et 900 mg/ml, de preference entre 1 et 250 mg/ml. 

Une composition adjuvante selon I'invention comprend 
habituellement de 0,02 a 3000 mg/ml, de preference 0,1 a 1000 mg/ml, plus 
preferentiellement de 0,1 a 150 mg/ml d'un sel pharmaceutiquement 
acceptable selon I'invention. 

Ces compositions adjuvantes sont utiles pour preparer les 
compositions therapeutiques selon I'invention. 

Ces dernieres peuvent alors etre preparees par simple melange 
de la composition adjuvante avec une composition comprenant un antigene 
ou un generateur in vivo d'un compose comprenant une sequence d'acides 
amines. 

L'invention sera mieux comprise au regard de exemples et des 
figures ci-apres. 

Les exemples ont ete realises sur des souris OF1 dont le poids 
moyen etait compris entre 18 et 20 g. 

Les resultats exprimes sont une moyenne des resultats obtenus 

sur 10 souris. 
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Les compositions therapeutiques comprenaient, a titre d'antigene, 
de la serum albumine bovine (BSA), Grade V, Sigma. 

Les compositions therapeutiques ont ete injectees par voie sous- 

cutan6e. 

La reponse immunitaire humorale a ete determinee par dosage 
des IgG totales et des IgG-j, selon la methode ELISA. 

La reponse immunitaire cellulaire a ete determinee par dosage 
des lgG2a, selon la m6thode ELISA. 

Les titres anticorps exprimes dans les exemples, correspondent a 
la derniere dilution au-dessus du bruit de fond. 

Les abreviations suivantes sont utilisees dans les exemples : 

- Glu = gluconate 

- Fruhp = fructoheptonate 

- Gly = glycerophosphate 

- Gluhp = glucoheptonate 

- AI(OH)3 = hydroxyde d'aluminium 
-Asp = acide aspartique 

Ainsi, a titre d'exempie, GluMn est le gluconate de manganese. 
Exemple 1 : 

On prepare des compositions therapeutiques (ou doses) de 100 
(j| chacune, comprenant 50 pg de BSA. 

Ces compositions therapeutiques ont ete injectees chez les souris 
a JO (soit le jour de I'injection). 

On a determine le taux d'anticorps anti-BSA a 14 et 28 jours apres 
I'injection (reponse primaire). 

A J28, on a injecte une meme composition therapeutique aux 
mSmes souris. 

On a determine le taux d'anticorps anti-BSA a J42 et J56. 

Les r£sultats obtenus figurent dans le tableau II ci-dessous. 



16 



2733151 



Tableau II : 



Compo- 




Doses 


Anticorps 


Anticorps 


Anticorps 


Anticorps 


sitions 




d'adjuvant 


anti-BSA / 


anti-BSA / 


anti-BSA / 


anti-BSA / 


vacci- 


Adjuvant 


(en 


rgponse 


rtponse 


r6ponse 


rtponse 


nates 




mg/dose) 


primaire 


primaire 


primaire 


secondaire 








(J14) 


1 (J28) 


(J42) 


(J56) 


1 


- 


- 


<500 


<500 


< 500 


< 500 


2 


GluMn 


1 


64000 


32000 


256000 


256000 


3 


GluCa 


3 


16000 


8000 


128000 


96000 


4 


FruhpCa 


1 


4000 


2000 


64000 


48000 


5 


GlyCa 


2 


4000 


2000 


64000 


64000 


6 


GluZn 


0.5 


16000 


6000 | 


96000 


96000 


7 


GluhpZn 


1 


8000 


6000 


64000 


64000 


Temoin 






<500 


<500 


<500 


< 500 



La composition temoin correspond aux souris qui n'ont pas ete 

5 vaccinas. 

Les r§sultats obtenus montrent que ('addition des adjuvants selon 
('invention dans une composition th6rapeutique induit une activity immuno- 
stimulante significative par rapport au temoin non vaccina et aux 
compositions th£rapeutiques ne comprenant pas d'adjuvants. 
10 On peut aussi noter que le GluMn, bien qu'utilise a une 

concentration faible, permet I'obtention d'un taux d'anticorps particulierement 
eleve. 

Exemple 2 : 

On a compare I'effet immunostimulant d'un sel soluble dans I'eau 
15 selon I'invention, GluMn, avec celui d'un sel insoluble, AI(OH)3. 

Les compositions th§rapeutiques (dose/souris) d'un volume de 
100 pi mises en oeuvre comprenaient 50 pg d'antigene et 1 mg d'AI(OH)3. 

On a egalement injecte des doses ne comprenant pas d'adjuvant. 

Un lot de souris n'a pas et6 vaccine (temoin). 
20 Les resultats obtenus figurent dans le tableau III ci-dessous. 
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Tableau HI : 









lgG1 


igd 




lgG2a 


lgG2a 


lgG2a 




igd 


lgG1 


reponse 


reponse 


lgG2a 


reponse 


reponse 


reponse 




rtponse 


rfeponse 


se con- 


se con- 


reponse 


primaire 


secon- 


secon- 


Adjuvant 


primaire 


primaire 


da ire 


da ire 


primaire 




daire 


daire 




J14 


J28 


J42 


J56 


J14 


J28 


J42 


J56 




<500 


<500 


<500 


<500 


<500 


<500 


<500 


<500 


GluMn 


32000 


64000 


256000 


256000 


4000 


8000 


24000 


64000 


AI(OH) 3 


16000 


64000 


128000 


256000 


1000 


6000 


8000 


32000 


Temoin 


< 500 


<500 


<500 


<500 


<500 


<500 


< 500 


<500 



Les lgG1 sont representatifs de la reponse humorale. 

Les lgG2 sont representatifs de la reponse cellulaire. 

Les reponses humorales et cellulaires obtenues avec un adjuvant 
selon ('invention sont superieures a celles obtenues avec un adjuvant 
conventionnel tel AI(OH)3. 

Exemple 3 : 

Afin de mettre en evidence I'effet de synergie entre un adjuvant 
du type sel soluble dans t'eau avec un adjuvant huileux (le Montanide ISA 25 
defini dans le tableau I), on a compare I'effet de diverses compositions 
th6rapeutiques. Chacune d'elles comprenait 50 |jg d'antigene et avait un 
volume de 100 pi (dose/souris). 

Les resultats obtenus figurent dans le tableau IV ci-dessous : 



Tab 


eau IV : 


Sel soluble 
dans I'eau 


Quantite de sel 
(mg/dose) 


Montanide 
ISA25 
(en mg/dose) 


Immunite 
humorale (J14) 


Immunite 
cellulaire (J14) 






25 


24000 


3000 


GluMn 


1 




64000 


4000 


GluMn 


1 


25 


96000 


8000 


GluMn 


0,5 




16000 


<2000 


GluMn 


0,5 


25 


96000 


6000 
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L'association d'un adjuvant huileux a un sel soluble selon 
I'invention permet Tobtention d'un titre anticorps superieur a celui obtenu par 
la simple addition des titres anticorps obtenu avec chacun de ces adjuvants 
mis en oeuvre individuellement. Une synergie est bien d6montree. Cette 
synergie est encore plus fortement marquee pour une quantite faible 
(0,5 mg/dose) de GluMn. 

Exemple 4 : 

Pour demontrer Timportance du caractere organique de I'anion, 
on a compare I'effet immunostimulant de differents sels de calcium. 

Chaque composition therapeutique, d'un volume de 100 \j\ 
contenait 50 pg d'antigene et, a I'exception du temoin.0,5 mg d'un sel de 
calcium, de sorte que la concentration en calcium de chaque composition 
soit de 2,7 mg. 

Le dosage des anticorps a et6 effectue 42 jours apres la 
vaccination. 

L'injection de la composition therapeutique a ete repet§e a J28. 
Le dosage des anticorps a ete effectue a J42. 

Les resultats obtenus figurent dans le tableau V : 
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Tableau V : 



Sets 


Reponse humorale 


Reponse cellulaire 


CaC03 


32000 


4000 


CaCl2 


64000 


24000 


CaHP0 4 


64000 


10000 


GluCa 


128000 


32000 




3000 


<2000 



II a ete constate au cours de ces tests que le CaCl2 induit des 
lesions tres importantes. 
5 Exemple 5 : 

On a injecte a differents lots comprenant chacun 5 souris, une 
composition therapeutique d'un volume de 100 pi, comprenant 50 pg 
d'antigene. On a evalue les reactions locales (lesions et granulomes) a J8 et 
J35. 

10 Les resultats obtenus figurent dans les tableaux VI et VII, 

respectivement. 



Tableau VI (J8) : 





Souris N° 


1 


2 


3 


4 


5 




Concentrantion 
en sel 
(mg/dose 












GluMn 


1 


+ 


+ 






+ 


GlyMn 


1 


L 


+ 


++ 


+ 




GluMn* 


1 


++ 


+++ 


+ 




+ 


GluK 


1 












Asp K et 
Asp Mg 


1 












GluCa 


1 












MnCI2+ 


1 


+++ 


L 


L 


L 


L 


AIOH3 


1 


+++ 


+++ 


++ 


+++ 


++++ 
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Tableau VII (J35) : 





Souris N° 


1 


2 


3 


4 


5 




Concent rantion 
en sel 
(mg/dose 












GluMn 


1 


- 


+ 


+ 


+ 


- 


GlyMn 


1 


- 


+ 


+ 


+ 


+ 


GluMn 


1 


++ 


++ 


++ 


+++ 


+ 


GluK 


1 












Asp K et 
Asp Mg 


1 












GluCa 


1 












MnCI2+ 


1 


+++ 


LL 


LL 


L 


L 


AIOH3 


1 


++++ 


+++ 


++ 


+++ 


++++ 



(*) : GluMn associe a 25 mg de MONTANIDE ISA 25 



= pas de granulome 
+ = petit granulome 

++ = granulome moyen 
+++ = granulome important 
++++ = granulome tres important 

= pas de lesions 
L = petite lesion 

LL = lesion moyenne 
LLL = lesion importante 
LLLL = lesion tres importante 
DCD = souris mortes pendant Texperience. 



La concentration en AI(OH)3 choisie correspond a la 
concentration £ laquelle ce sel a permis I'obtention d'une r6ponse 
immunitaire la plus importante. Cette concentration en AI(OH)3 est celle 
mise en oeuvre dans les exemples ci-dessus. 
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REVENDICATIONS 

1 . Composition therapeutique comprenant (i) au moins un 
antigene ou au moins un generateur in vivo d'un compose comprenant une 
sequence d'acides amines et (ii) au moins un adjuvant, caracterisee en ce 

5 que ledit adjuvant consiste en au moins un sel pharmaceutiquement 
acceptable et soluble dans I'eau, ledit sel etant constitue d'un anion 
organique et d'un cation metallique. 

2. Composition therapeutique selon la revendication 1 , 
caracterisee en ce que le cation metallique est divalent et choisi dans le 

1 0 groupe constitue par les cations du zinc, du manganese et du calcium. 

3. Composition therapeutique selon I'une des revendications 1 et 

2, caracterisee en ce que le cation metallique divalent est le manganese . 

4. Composition therapeutique selon Tune des revendications 1 a 

3, caracterisee en ce que I'anion organique est derive tfun compose 
15 comprenant au moins un groupe fonctionnel oxygene 

5. Composition selon la revendication 4, caracterisee en ce que le 
groupe fonctionnel est un groupe carboxylique ou un groupe phosphorique. 

6. Composition therapeutique selon la revendication 5 f 
caracterisee en ce que I'anion organique est derive d'un compose choisi 

20 dans le groupe constitue par les acides amines, les oses acides comprenant 
de 5 a 7 atomes de carbone, et I'acide glycerophosphorique. 

7. Composition therapeutique selon la revendication 6, 
caracterisee en ce que I'acide amine est I'acide aspartique. 

8. Composition therapeutique selon la revendication 6 ( 
25 caracterisee en ce que I'ose acide est choisi dans le groupe constitue par 

I'acide gluconique, I'acide fructoheptonique et I'acide glucoheptonique. 

9. Composition therapeutique selon Tune des revendications 1 £ 
6, caracterisee en ce que le sel pharmaceutiquement acceptable est le 
gluconate de manganese. 

30 10. Composition therapeutique selon Tune des revendications 1 a 

9, caracterisee en ce qu'elle se presente sous la forme d'une emulsion 
comprenant au moins une phase aqueuse et au moins une phase huile, la 
phase huile 6tant constitute par un adjuvant. 

1 1 . Composition therapeutique selon la revendication 10, 

35 caracterisee en ce que I'emulsion est du type E/H/E, H/E ou microemulsion. 
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12. Composition therapeutique selon Tune des revendications 10 
et 11, caracterisee en ce que Padjuvant huileux est associe a un agent 
tensioactif, de preference un agent tensioactif consistant en (i) un ester 
obtenu par condensation d'un acide gras avec un sucre, un 

5 polyethyleneglycole, le sorbitol du glycerol, ou un derive tfun tel ester dont 
Phydrophilie a ete modifiee et (ii) une huile vegetale 6thoxylee. 

13. Composition therapeutique selon Pune des revendications 10 
et 11, caracterisee en ce que Padjuvant huileux est une huile auto- 
emulsionnable. 

10 14. Composition therapeutique selon la revendication 13, 

caracterisee en ce que Padjuvant huileux est un ester d'acides gras 
ethoxyles repondant a Pune des formules suivantes : 




dans lesquelles : 

-Rl> R3, R5, R6» Rs et R 10 represented une chaine 
hydrocarbonee, lineaire ou ramifiee, saturee ou insaturee ayant de 5 a 
30 30 atomes de carbone ; 

-R2, R4, R7 et Rg represented une chaine hydrocarbonee, 
Iin6aire ou ramifiee, saturee ou insaturee ayant de 1 a 5 atomes de carbone; 

le nombre total de molecules d'oxyde d*6thyl6ne respectivement 
repr6sent6 dans les formules II, III et IV precipes par k. l+m f n+p+q, 6tant un 
35 nombre entier tel que la valeur HLB (balance hydrophile-lipophile) desdits 
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composes soit comprise entre environ 4 et environ 10, de preference entre 
environ 5 et environ 9. 

15. Composition therapeutique selon Tune des revendications 1 a 
9, caracterisee en ce qu'elle comprend en outre un agent tensioactif, ladite 

5 composition se presentant sous la forme d'une solution micellaire. 

16. Composition therapeutique selon la revendication 15, 
caracterisee en ce que I'agent tensioactif est (i) un ester obtenu par 
condensation d'un acide gras avec un sucre ou du glycerol, ou un derive 
d'un tel ester dont I'hydrophilie a ete modifiee ou (ii) une huile vegetale 

10 ethoxylee 

17. Utilisation d'un sel pharmaceutiquement acceptable et soluble 
dans I'eau tel que defini dans Tune des revendications 1 a 9, pour la 
preparation d'une composition therapeutique destinee a la prevention ou au 
traitement des maladies infectieuses. 

15 18. Utilisation selon la revendication 17, caracterisee en ce que ie 

sel est associe a un compose choisi dans le groupe constitue par un 
adjuvant huileux, un tensioactif et un adjuvant huileux assocte & un agent 
tensio-actif. 

19. Utilisation d'un sel pharmaceutiquement acceptable et soluble 
20 dans I'eau tel que defini dans Tune des revendications 1 a 9, pour la 

preparation d'une compositon therapeutique destinee a soigner une maladie 
fonctionnelle. 

20. Utilisation sela la revendication 19, caracterisee en ce que 
ledit sel est associe a un compose dans le groupe constitue par un adjuvant 

25 huileux, un agent tensioactif et un adjuvant huileux associe a un agent 
tensioactif. 

21. Composition adjuvante comprenant un sel 
pharmaceutiquement acceptable et soluble dans I'eau et au moins un 
compose choisi dans le groupe constitue par, un adjuvant huileux, 

30 untensioactif et un adjuvant huileux associe & un tensioactif. 

22. Composition selon la revendication 21 , caracterisee en ce 
qu'elle comprend en outre au moins une phase aqueuse. 

23. Composition selon la revendication 22, caracterisee en ce 
qu'elle se presente sous la forme d'une emulsion. 
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24. Composition selon la revendication 23, caracterisee en ce 
qu'elle se presente sous la forme d'une solution micellaire. 
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